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第一章 緒論 
 
 生殖細胞は遺伝情報を継承し次世代の個体を作る唯一の細胞系列である。哺
乳動物の生殖細胞は始原生殖細胞に始まり、増殖しながら生殖巣へ移動する。
メスではこれらの始原生殖細胞は体細胞分裂により増殖し卵原細胞となる。そ
の後、卵原細胞は胎児の卵巣中で中腎から供給されるレチノイン酸に応答して
減数分裂を開始し、卵母細胞へと分化を開始する。卵母細胞は 1 層の扁平な顆
粒膜細胞および莢膜細胞に取り囲まれ原始卵胞を形成する。この原始卵胞の一
部は活性化され卵胞発育を開始する。活性化された原始卵胞は一次卵胞、二次
卵胞と成長を続けるが、この過程において殆どの卵母細胞が卵胞の選抜によっ
て退行してしまうため、実際に排卵まで至る卵母細胞はごく一部である。そし
て個体の性成熟後に一定の性周期にて受精可能な能力を持つ卵母細胞が排卵さ
れる（Tilly et al., 2009）。 
 現在、畜産分野において育種改良や優秀な個体の増産のために、発育した胞
状卵胞由来の卵母細胞を回収し体外成熟、体外受精を経て得られた胚が用いら
れている。これまでウシやブタにおいて直径 3 mm 以上の発育した胞状卵胞由
来の卵母細胞を利用する方法が確立され、一般的に用いられている。しかし卵
巣内の発育が進んだ胞状卵胞の数は限りがあり、利用できる胞状卵胞由来の卵
母細胞の数には限界がある。より未発育な卵胞由来の卵母細胞を利用すること
が可能となれば、体外受精へ利用できる卵母細胞の数は著しく増加し、より多
くの優良な産仔を得ることや家畜の増産につながる。しかしながら、直径 3 
mm 未満の卵胞由来卵母細胞では体外成熟培養による核成熟能力やその後の発
生能力が極めて低いことが知られている（Yoon et al., 2000; Marchal et al., 2002; 
Kohata et al., 2013）。その為、これらの発育途中の卵胞由来の卵母細胞を利用す
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るためには体外で発育培養を行うことが必要となる。 
 卵巣内の未発育な生殖細胞を体外で発育させ、発生能力を持つ卵母細胞を得
るための研究はマウスで数多く進められ（Eppig and O’Brien, 1996; Morohaku et 
al., 2016）、現在では体外にて iPS 細胞を分化誘導して得られた卵母細胞から産
仔を得られた報告もある（Hikabe et al., 2016）。これまでマウスを含めた哺乳動
物の未発育卵母細胞の体外培養法としては主に２種類の方法が用いられて来
た。これらは球状の卵胞構造を維持するためにコラーゲンやアルギン酸マトリ
ックスに包埋する方法もしくは、卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（Oocyte-
Granulosa cell Complexes: OGCs）または卵胞膜細胞を含めた卵胞構造を培養基
質上に接着させる方法である（Hirao, 2012）。一方、ウシやブタなどの大型哺乳
動物ではマウスに比べ卵母細胞の発育に時間を要するため、マウスにて確立さ
れた体外培養系を大型哺乳動物へ用いることは難しい。ウシの未発育な卵母細
胞を体外にて培養し産仔を得た報告はある（Yamamoto et al., 1999; Hirao et al., 
2004）が、発育効率は著しく低い。この報告では、基質接着に加え、培養培地
に高分子化合物のポリビニルピロリドン（PVP）を添加する方法を用いてい
る。PVP の培地への添加は OGCs の卵母細胞と顆粒膜細胞間の結合の維持しド
ーム状の形態の維持に影響を及ぼす（Hirao et al., 2004）。ブタにおいても PVP
を添加した培地を用いることで初期胞状卵胞由来の卵母細胞を体外で発育させ
ることが可能となっている（Tasaki et al., 2013; Itami et al., 2015; Yamochi et al., 
2017）。しかしながら、これら体外培養法にて得られた卵母細胞の核成熟能力
や発生能力は体内で発育したものと比べて著しく低く、効率の良い体外培養方
法は未だ確立されていない。 
 卵胞は発育に伴い卵胞内部に、血液成分由来と顆粒膜細胞由来の分泌物を含
んだ卵胞液に満たされた腔を形成する。この卵胞液にはグルコースなどのエネ
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ルギー基質やホルモン、成長因子など卵母細胞や顆粒膜細胞へ影響を及ぼす因
子が多く含まれている（Rodgers and Irving-Rodgers, 2010）。体内では、腔を形成
した初期胞状卵胞から 2 週間ほど発育した胞状卵胞では顆粒膜細胞が数千から
数百万へと著しく増殖する（Oi et al., 2015）。筆者らは顆粒膜細胞において卵胞
発育に伴い遺伝子発現プロファイルにどのような変化が見られるかを RNA-seq
法にて検討したところ、解糖系関連遺伝子の発現が増加し、HIF1a がこれらの
遺伝子群を制御している上流因子として予測された（Munakata et al., 2016）。通
常酸素濃度の環境において HIF1a はユビキチンプロテアソーム系による分解ま
たは転写抑制を受ける。つまり卵胞発育に伴う HIF1a の下流の解糖系関連遺伝
子群の発現上昇は卵胞内が低酸素状態にあることが前提条件である事を示唆し
ている。さらに筆者らは低酸素環境が VEGF 発現を亢進し AKT-mTOR-S6RP シ
グナル経路を活性化させ、顆粒膜細胞の増殖を促している可能性を示した
（Shiratsuki et al., 2016）。一方、体内で発育した胞状卵胞に比べ体外にて発育し
た卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数は著しく少ない（Oi et al., 2015）。顆粒膜細胞は
卵母細胞と物質交換を行い、この相互作用は卵母細胞の発育に重要な因子の一
つである。これまで顆粒膜細胞の数に着目し卵母細胞の能力を評価した研究は
未だ無く、体外で発育した卵母細胞の発生能力が低い原因は卵母細胞周囲の顆
粒膜細胞数が少ないことである可能性がある。 
 本研究ではブタの卵母細胞を用いて初期胞状卵胞由来卵母細胞の体外発育環
境の構築を行った。これに併せて高い胚発生能力を持つ卵母細胞と関係性が高
い因子について詳細に検討を行い、発育中の卵母細胞の能力を決定する因子の
同定を試みた。さらにそれらの因子の中から卵母細胞を取り巻く顆粒膜細胞と
卵胞液に着目し、RNA-seq 法を用いて顆粒膜細胞の網羅的トランスクリプトー
ム解析を行い、顆粒膜細胞の性状を決定している制御因子について検討した。 
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第二章 培養基質の性質がブタ未発育卵母細胞の体外発育に及ぼす影響 
 
第一節 緒言 
 
 哺乳動物の卵巣内には様々な発育段階の卵胞が存在し、また数多くの未発育
な卵母細胞が存在する。このような未発育な卵母細胞を利用するためには、体
外において受精・発生能力を持つ成熟した卵母細胞まで発育させる必要があ
る。現在の大型哺乳動物の未発育な卵母細胞を体外で培養する方法としては、
卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（oocyte-granulosa cell complexes; OGCs）の 3 次元
構造の維持を助けるために PVP のようなポリマーを、ホルモンなどを含む培養
培地と組み合わせて用いる方法が一般的となっている（Hirao, 2012）。しかし体
外で発育させた卵母細胞の質は体内で発育したものと比べて未だ劣っている。 
 未発育卵母細胞の体外発育培養において顆粒膜細胞の増殖および OGCs の腔
構造の形成を発育の指標として用いることができる（Tasaki et al. 2012）。また
初期胞状卵胞由来 OGCs の顆粒膜細胞数は 14 日間の体外培養の後、およそ 20
倍増加する（約 8,000 個から約 160,000 個）。一方、体内で発育した直径 3-6 mm
の胞状卵胞には約 100 万個の顆粒膜細胞が存在する（Oi et al., 2015）。この結果
より、体外発育した卵母細胞が低質である原因として、顆粒膜細胞数が少ない
ことが可能性として考えられる。 
 卵母細胞の発育にはパラクラインおよびオートクライン因子やギャップ結合
を介した物質の輸送など、顆粒膜細胞との間の複雑な相互作用が重要である
（Gu et al., 2015）。さらに卵母細胞は解糖活性が低いため、ATP の効率的な産
生には卵母細胞周囲の顆粒膜細胞のグルコースの取り込みや利用、それらの卵
母細胞への供給が必要である（Leese and Barton, 1984）。さらに発育に伴い卵母
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細胞には mRNA、タンパク質および脂質の蓄積が起こり、クロマチンの形態お
よびアセチル化やメチル化などのヒストン修飾も変化する。これらのいくつか
は卵母細胞の発育段階や発生能力と関連していることが報告されている。ヒト
の卵母細胞の ATP 含量はその後の胚発生および着床と密接に関係している
（Van Blerkom et al., 1995）。また、発育に伴い蓄積した脂質は核成熟およびそ
の後の胚発生にて重要なエネルギー源となる（Ferguson and Leese, 2006; Sturmey 
et al., 2006; Jeong et al., 2009; Niu et al., 2015）。さらに卵母細胞においてヒストン
のアセチル化レベルは発育に伴い増加し（Kageyama et al., 2007）、発育が完了
した卵核胞期のブタ卵母細胞では高レベルの H4K12 および H3K4 のアセチル化
を示す（Endo et al., 2005）。発育した卵母細胞においてヒストンの高アセチル化
の意義は不明であるが、ATP および脂質含量と共に卵母細胞の発育の指標とし
て用いることができると考えられる。 
 現在の未発育卵母細胞の体外培養系の環境は、培養プレートのウェル内の限
られたスペースや培養プレートに用いられている基質など、様々な要素が生体
内の卵胞の環境と大きく異なっている。卵母細胞の体外培養では一般的にプラ
スチックのような硬い培養プレートが用いられているが、一方で生体内の
OGCs の発育環境は細胞外マトリックスと接着した状態であり、生体内の環境
と著しく異なっている。卵巣内のマトリックスに類似する環境を構築すること
で、体外発育培養系を改善することが可能となり体外発育で得られた卵母細胞
の能力が向上する可能性がある。 
 基質の硬さを変化させることができる材料として、ポリアクリルアミドゲル
（PAG）が細胞培養実験系において用いられてきた。PAG は体内の様々な組織
の剛性に合わせて調整が可能で安価な基質である（Syed et al., 2015）。PAG を基
質に用いた研究として、ラットの膵臓上皮細胞や腎臓上皮細胞、マウス 3T3 線
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維芽細胞の増殖や機能の変化に影響を及ぼすという報告がある（Pelham and 
Wang, 1997; Naujok et al., 2014）。また、幹細胞においても柔らかいマトリック
スがインテグリンを介したシグナル伝達をブロックし、遺伝子発現を変化させ
分化を制御する（Lv et al., 2015）。そこで未発育卵母細胞の体外発育培養系にお
いて PAG を基質に用いる事で、周囲の顆粒膜細胞の増殖が促進され、さらに卵
母細胞へのエネルギー供給が増加する事により体外発育培養で得られた卵母細
胞の能力が向上するのではないかと仮説を立てた。 
 本章ではブタ卵巣の初期胞状卵胞より採取した OGCs を PAG 上で体外発育培
養を行った。発育過程での OGCs の腔形成率、発育終了後に顆粒膜細胞の細胞
数および生存率、卵母細胞の直径、ATP 含量、脂質含量、およびヒストンのア
セチル化レベルを指標に、PAG がブタ未発育卵母細胞の体外発育培養に及ぼす
影響について検討した。また体外発育培養で得られた卵母細胞の胚発生能力に
ついても評価した。 
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第二節 材料および方法 
 
1）試薬 
 以下、特に記述のない試薬および培地はナカライテスク（Kyoto, Japan）の製
品を用いた。 
 
2）供試卵巣 
神奈川食肉センターにて入手した未経産ブタ卵巣を供試した。入手したブタ卵
巣は抗抗生物質を添加した PBS（+）中に 37 ℃で保存し、1 時間以内に実験室
に持ち帰った。持ち帰った卵巣は 37 ℃に温めた PBS（-）にて数回洗浄後、滅
菌ペーパータオルを用いて血液および PBS を除去した。 
 
3）初期胞状卵胞由来 OGCs の採取 
 卵子吸引採取後の卵巣表層をメス（替刃メス No11；ケイセイ科工業株式会
社）とピンセットを用いて薄切後、卵巣切片は MEM（Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA）に 26 mM NaHCO₃、5 mM タウリン、5 mM マンニトール、0.68 mM 
L-グルタミン、0.1 % BSA（Fraction-V）および抗生物質をそれぞれ添加した培
地（以下、切り出し培地）中に集めた。実体顕微鏡下にて接眼ミクロメーター
を用いて、直径 500～700 µm の初期胞状卵胞からそれぞれ注射針（18 G×11⁄2; 
TERUMO）を取り付けた 1 ml シリンジ（TERUMO）と精密ピンセットを用い
て OGCs を取り出し、パスツールピペットにて流動パラフィンオイルで覆った
切り出し培地のドロップ（10 µl）中に回収した。 
 
4）OGCs の体外発育培養 
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 発育培地は α-MEM （Sigma-Aldrich）を基礎培地とし、2 % PVP （分子量
36 万; Sigma-Aldrich）、26 mM NaHCO₃、10 mM タウリン、0.3 % BSA
（Fraction-V）、1 µg/ml 17β-Estradiole、0.1 mAU/ml FSH （Kawasaki Mitaka, 
Tokyo, Japan）、2 mM ヒポキサンチン（Sigma-Aldrich）、Insulin-Transferrin-
Selenium×100（Gibco BRL, Grand Island, NY, USA）および抗生物質をそれぞれ
添加した（以下、発育培地）。96 ウェルプレート（Falcon; Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA）に発育培地をそれぞれのウェルに 200 µl ずつ加え、採
取した OGCs を中央に静置し、38.5 ℃、5 % CO₂、95 %空気の気相条件で 14 日
間培養した。培養期間中は腔形成の観察を 2 日毎に行い、半量の培地交換を 4
日毎に行った。 
 
5）卵母細胞の体外成熟培養、活性化処理および体外発生培養 
 成熟培地には NCSU23 を用い、ブタ卵胞液（pFF）を添加した（10 %、
v/v）。体外発育培養後、腔を形成した OGCs のみを選別し、成熟培地にて 3 回
洗浄した。成熟培地中にて注射針を取り付けた 1 ml シリンジおよび精密ピンセ
ットを用いて、余分な顆粒膜細胞を取り除いた 卵子卵丘細胞複合体（Cumulus 
cells-Oocyte Complexes; COCs）を取り出し 44 時間の体外成熟培養を行った。直
径 60 mm のシャーレ（150288; NUNK, Roskilde, Denmark）中に作成した流動パ
ラフィンオイルで覆った成熟培地のドロップ内 (COCs / 10 μl) で培養した。培
養開始 20 時間は 1 mM dibutyryl-cAMP（dbcAMP; Sigma-Aldrich）およびホルモ
ン （eCG 10IU; ASKA Pharma Co. Ltd, Tokyo, Japan，hCG 10IU; Fuji Pharma Co. 
Ltd, Tokyo, Japan）添加修正 NCSU23 にて、38.5 ℃、5 % CO₂、95 %空気およ
び湿度飽和状態の気相条件下で培養した。その後，COCs を修正 NCSU23 で 3 
回洗浄し、dbcAMP およびホルモン非添加の修正 NCSU23 に移し、24 時間同
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様の条件下で培養した。 
pFF は直径 3 mm 以上の卵胞から吸引採取後、20 分間遠心分離（10,000 ×g, 
4 ℃）し、上澄みを 0.2 µm 滅菌フィルターを用いてろ過後、実験直前まで－
20 ℃で保存した。 
体外成熟後、活性化処理を行った。成熟培養後の卵母細胞を PZM-3 へ移し、ピ
ペッティング裸化した。裸化した卵母細胞をそれぞれ 10 µg/ml イオノマイシン
を添加した PZM-3 中で 5 分間静置した。その後、PZM-3 で 3 回洗浄し、10 
µg/ml サイトカラシン B および 10 µg/ml シクロヘキシミドを添加した PZM-3 に
移し、38.5 ℃、5 % CO₂、95 %空気および湿度飽和状態の気相条件下で 6 時間
培養した。活性化処理後の卵母細胞を PZM-3 で 3 回洗浄し、PZM-3 で作成し
た 15 µl ドロップに 10 個ずつ入れ、38.5 ℃、5 % O₂、5 % CO₂、90 % N₂および
湿度飽和状態の気相条件下で 8 日間培養し胚盤胞期胚まで発生させた。 
 
6）ポリアクリルアミドゲル（PAG）の作製 
 ポリアクリルアミドゲルは 0.3 %または 0.1 % N,N’-methylenebisacrylamide、
10 % acrylamide に 10 % Ammonium Peroxodisulfate（APS; 1:167 volume）、
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine（TEMED; Wako; 1:250 volume）を添加し
SDS-PAGE 用ゲルと同様の方法で厚さ 1 mm のゲルを作製した（Morris SA et al., 
2012）。作製した PAG は PBS（-）にて数回洗浄して PBS（-）中で一晩置い
た。その後 96 ウェルマイクロプレートに敷き、それぞれ発育培地で 3 回洗浄
した後に実験に用いた。実験に用いる際は直前に培地の交換を行った。 
 
7）卵母細胞の直径測定 
 体外発育培養終了後、パスツールピペットを用いて卵丘細胞および顆粒膜細
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胞を剥離して裸化卵母細胞を得た。上面を流動パラフィンオイルで覆った切り
出し用培地のドロップ（10 µl）に卵母細胞を 1 個ずつ移した後、デジタル顕微
鏡（BZ-8000; KEYENCE, Osaka, Japan）を用い、卵母細胞の直径を測定した。 
 
8）体外発育培養後の OGCs の顆粒膜細胞数の測定 
 14 日間培養後、顆粒膜細胞と卵母細胞をパスツールピペットを用いて分離し
た。分離した顆粒膜細胞は Accumax（Innovative Cell Technologies, Inc., San 
Diego, CA, USA）を用いて分散させ、細胞混濁液を作製した。顆粒膜細胞数は
混濁液をトーマ氏血球計算盤上に展開し、細胞数をカウントして算出した。 
 
9）卵母細胞内 ATP 含量の測定 
 体外発育培養終了後、パスツールピペットを用いて卵丘細胞および顆粒層細
胞を剥離して裸化卵母細胞を得た。その後、超純水 50 µl を入れた PCR チュー
ブ内に裸化卵母細胞を一つずつサンプリングし、測定まで－20 ℃で保存した。
測定時に融解してタイプテストチューブに移し、ルシフェラーゼを 50 µl 加え
た。1 分間振盪後 10 分間静置し、ルミノメーターにて ATP 含量を測定した。
得られた蛍光強度は 1×10⁻⁷ - 1×10⁻¹² M の希釈配列を作成したスタンダードカー
ブを用いて pM に換算した。 
 
10）卵母細胞内脂質含量の測定 
 卵母細胞の脂質含量は既報と同様の方法で Nile red にて染色して測定した
（Stuemey et al., 2006）。体外発育培養終了後、パスツールピペットを用いて卵
丘細胞および顆粒層細胞を剥離して裸化卵母細胞を得た。その後、卵母細胞を
Nile red（10 µg/ml）を含む 0.2 % ポリビニルアルコール-PBS（PVA-PBS）にて
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10 分間処理した。PVA-PBS にて 3 回洗浄した後に卵母細胞をスライドガラス
の上に ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI（Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA）と共にマウントした。蛍光デジタル顕微鏡（BZ-8000）で観察し、蛍光
写真を撮影した。その後、蛍光輝度は ImageJ（National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA）を用いて測定した。 
 
11）体外成熟卵母細胞の固定および染色 
 成熟培養終了後、卵母細胞の核成熟率を測定した。パスツールピペットを用
いて卵母細胞を裸化した後マウント標本を作製し、ドライゾール酢酸（3:1, 
v/v）に 1 週間浸漬した。そして、2 %アセトオルセイン染色液で 1 時間染色
し、アセトグリセロール（3:1:1, v/v）を用いて脱色し、マニキュアでカバーガ
ラスを固定させて顕微鏡下で核相の観察を行った。 
 
12）胚盤胞期胚の観察 
 体外発生培養終了後、胚盤胞期胚への発生率および細胞数を測定した。得ら
れた胚盤胞期胚は 4 % パラホルムアルデヒドで固定した。その後、0.2 % PVA-
PBS にて 3 回洗浄した後、25 µg/ml Hoechst33342（Sigma-Aldrich）を含む PVA-
PBS にて 30 分間染色した。染色後、PVA-PBS で 3 回洗浄しスライドガラス上
にマウントした。マウントの際、ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI
（Invitrogen）と共にマウントした。観察は蛍光顕微鏡で行った。 
 
13）免疫染色を用いた H4K12 のアセチル化の検出 
 体外発育培養終了後、卵母細胞をパスツールで裸化し、4 % パラホルムアル
デヒドに 4 ℃下で一晩浸漬し固定した。固定後、卵母細胞を 0.2 % PVA-PBS で
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3 回洗浄し、0.25 % TritonX-100（Sigma-Aldrich）を含む 0.2 % PVA-PBS で 30 分
間透過処理した。その後、0.2 % PVA-PBS で 3 回洗浄し、ブロッキング処理
（5 % BSA, 1 % Tween20, 5 % ヤギ血清-0.2 % PVA-PBS）を 1 時間行った。ブロ
ッキング処理後、一次抗体処理を遮光して一晩行った。一次抗体はウサギポリ
クローナル抗アセチル化ヒストン H4K12 抗体を用いた（1:200; Millipore, 
Milford, MA, USA）。一次抗体処理後、卵母細胞を 0.2 % PVA-PBS で 9 回洗浄
し、二次抗体と遮光下で 1 時間処理した。二次抗体は Anti-rabbit IgG Fab2 Alexa 
Fluor(R) 555 Molecular Probes（Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, 
USA）を 1:500 の濃度で用いた。二次抗体処理後、卵母細胞を 0.2 % PVA-PBS
で 9 回洗浄し、スライドガラス上にマウントした。マウントの際、ProLong 
Gold Antifade Reagent with DAPI（Invitrogen）と共にマウントした。蛍光デジタ
ル顕微鏡（BZ-8000）で観察し、蛍光写真を撮影した。その後、蛍光輝度は
ImageJ（National Institutes of Health）を用いて測定した。 
 
14）統計解析 
  3 試験区間から得られたデータは分散分析後、Tukey’s HSD test を行い比較し
た。2 群間のデータは Student’s t-test を用いて比較した。腔形成率、成熟率およ
び胚発生率についてはアークサイン変換後に検定に用いた。これらの比較では
P 値が 0.05 未満を有意差ありとした。 
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第三節 結果 
 
  腔の形成は OGCs の発育の指標として用いることができる。体外発育培養最
終日における腔形成率は PAG の有無に変わらず、有意な差は見られなかった
（Figure 1A）。しかし培養 4、6、および 8 日目において without PAG 区（PAG
無し）と比べ、0.1 %および 0.3 % PAG 区における腔形成率は有意に高い結果と
なった（Figure 1A）。また、OGCs の形態が PAG の有無によって異なり、PAG
上で発育した OGCs は球形を維持したのに対し、PAG 無しで発育した OGCs で
はドーム状の形態を示した（Figure 1B-E）。 
  0.1 %および 0.3 % PAG 上で発育した OGCs の顆粒膜細胞数は、PAG 無しで
発育した OGCs と比べて有意に多い結果となった（Table 1）。さらに 0.1%およ
び 0.3 % PAG 上で発育した卵母細胞は PAG 無しで培養したものに比べて、直径
が有意に増大した（Table 1）。一方で、体外成熟培養後に減数第二分裂中期ま
で達した卵母細胞の核成熟率については、試験区間で有意な差が見られなかっ
た（Table 1）。 
  PAG 上で発育した卵母細胞の胚発生能力を評価するため、より卵母細胞の直
径が大きく顆粒膜細胞数が多かった 0.3 % PAG 区と PAG 無しの 2 区間で、単為
発生活性化処理の後得られた胚盤胞期胚への発生率を比較した。PAG 無しで発
育した卵母細胞に比べ 0.3 % PAG 上で発育した卵母細胞では、発生した胚盤胞
期胚の割合は高い値を示した（Table 2）。また 0.3 % PAG で発育した卵母細胞
は PAG 無しで発育したものに比べて、ATP（Figure 2A）および脂質含量
（Figure 2B）が有意に高い値となった。さらに 0.3 % PAG 上で発育した卵母細
胞では、H4K12 のアセチル化レベルが有意に高い結果となった（Figure 3A）。 
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Figure 1. PAG 有りおよび無しで体外発育培養された OGCs の腔形成 
培養基質として PAG の有無が体外発育培養された OGCs の腔形成に与える影
響について検討した。A: 14 日間の培養期間中に腔が形成された OGCs の割
合。B-E: 0.3 % PAG 上で培養された OGCs（B）および PAG 無しで培養された
OGCs（C）の画像を示す。又、これらの OGCs 断面の概略図（0.3 % PAG:D, 
PAG 無し: E）を示す。OGCs の形態は 0.1 % PAG と 0.3 % PAG では同様であっ
た。スケールバーは 500 μm を示す。 
Munakata et al., 2017. Mol Reprod Dev. 84:44-54 
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No. of No. of No. of
  OGCs AF 1) AF 2)
Without PAG 170 81 162,813 ± 7,142  a 111.8 ± 0.9 a 63 41.1 ± 6.0
PAG 0.1% 168 80 233,438 ± 14,107 b 114.8 ± 0.8 b 70 44.4 ± 5.0
PAG 0.3% 155 70 246,000 ± 15,475 b 116.1 ± 0.8 b 71 45.8 ± 3.5
卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（OGCs）はPAG（0.1%および0.3%）上、又はPAG無しで14日間の体
発育培養を行った。1）顆粒膜細胞（GCs）の数および卵母細胞の直径の評価には8回実験を繰り
返した。2）核成熟率の評価には7回実験を繰り返した。
異符号間に有意差有り。a-b: P < 0.01。AF: 胞状卵胞
Table 1. PAGが体外発育OGCsの顆粒膜細胞数、卵母細胞の直径および核成熟率に及ぼす影響
Group No. of GCs Oocyte diameter Rate of MII(µm) (%)
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No. No. No. of Rate of Total
of of oocytes blastulation cells
 OGCs trials examined*  (Day 8, %) number
Without PAG 105 7 81 2 2.5 ± 1.6a 39.0 ± 0.0
PAG 0.3% 110 7 86 8 8.9 ± 1.8b 45.8 ± 5.0
Groups
Table 2. PAGが体外発育卵母細胞の発生能力に及ぼす影響
卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（OGCs）はPAG（0.1%および0.3%）上、又
はPAG無しで14日間の体発育培養を行った。その後、卵母細胞は体外成
熟培養、活性化処理、体外発生培養に供した。異符号間に有意差有
り。a-b: P < 0.05。
*: 体外発育終了後、腔を形成したOGCsのみを体外成熟培養に供した。
No. of
blastocysts
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Figure 2. PAG が体外発育卵母細胞の ATP および脂質含量に与える影響 
  A-B: PAG の有無で体外発育させた卵母細胞の ATP（A）および脂質（B）含
量を比較した。OGCs は 14 日間培養され、培養終了後 ATP および脂質含量を
測定した。脂質含量は卵母細胞の Nile red の蛍光輝度を測定し、PAG 無し区に
対する相対値を算出して比較した。C: Nile red 染色された卵母細胞。スケール
バーは 100 μm を示す。 
Munakata et al., 2017. Mol Reprod Dev. 84:44-54 
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Figure 3. PAG が体外発育卵母細胞の H4K12 アセチル化レベルに与える影響 
  A: PAG の有無で体外発育させた卵母細胞の H4K12 アセチル化レベルを免疫
蛍光染色により比較した。B: アセチル化 H4K12 は卵母細胞の卵核胞内に観察
された。スケールバーは 100 μm を示す。 
Munakata et al., 2017. Mol Reprod Dev. 84:44-54 
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第四節 考察 
 
  本章では PAG を培養基質に用いた新規の体外発育培養系を開発し、この培養
系が OGCs の発育に及ぼす影響について検討した。 
  これまで初期胞状卵胞由来の OGCs の体外培養においては、プラスチックの
ような硬い基質が一般的に用いられてきた（Hirao, 2004; Tasaki et al., 2013; Oi et 
al., 2015; Itami et al, 2016）。硬い基質上で発育した OGCs は顆粒膜細胞の増殖と
ともにドーム状の腔構造を形成する。この腔形成は卵母細胞の発育の指標とし
て用いることができる（Tasaki et al. 2013）。PAG 上で発育した OGCs は球状の
構造を形成し、培養 14 日目において卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数がより多い
結果となった。これは PAG の硬さを顆粒膜細胞が感知し、機械的シグナリング
によって増殖能が向上した可能性がある。もしくは PAG が持つタンパク質の低
吸着性により顆粒膜細胞の増殖を促した可能性も考えられる。 
  PAG を用いた培養系ではプラスチック上で発育した卵母細胞に比べ、高い
ATP および脂質含量を持つ卵母細胞を得ることができた。卵母細胞は発育中に
活発な転写と翻訳を行うため、その為のエネルギーを必要とする。容易に利用
できるエネルギー源は ATP である。卵母細胞の核成熟中においては脂質が β 酸
化によって代謝され ATP を得る（Elis et al., 2015）。卵母細胞は核成熟中に脂質
の利用を可能とするため、発育過程中に脂質を脂肪滴という形で蓄積する
（Silva et al., 2011）。さらに卵母細胞の脂質含量はその後の胚発生率を反映する
マーカーであり（Jeong et al., 2009）、ブタ卵母細胞からの脂質の除去はその後
の胚発生率を低下させる（Niu et al., 2015）。このように卵母細胞内のエネルギ
ーは重要であるが、卵母細胞内における脂質蓄積の分子メカニズムは不明であ
る。 
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 さらに PAG 上で発育した卵母細胞の H4K12 アセチル化レベルは、プラスチ
ックシャーレ上で発育した卵母細胞に比べて高い値を示した。卵母細胞のヒス
トン H4 のアセチル化は発育に伴い上昇することが知られている（Kageyama et 
al., 2007; Tasaki et al., 2015）。そのため、卵母細胞のヒストンアセチル化レベル
は卵母細胞の発育レベルのマーカーとして用いることができる可能性がある。
又、OGCs の培養開始時に顆粒膜細胞を人為的に追加することで総細胞数を増
加させた培養系では、卵母細胞内の ATP および脂質含量、H4K12 のアセチル
化レベルを増加させる（Sugiyama et al., 2016）。これは今回の PAG を用いた培
養系で発育した OGCs の顆粒膜細胞数の増加や卵母細胞の能力が向上した事と
同様の結果である。しかしながら顆粒膜細胞数と卵母細胞の能力に直接的な関
係性があるのかどうかは、本実験から明らかにならなかった。そこで第三章で
は、より詳細な顆粒膜細胞数と卵母細胞の能力の関係性について検証した。 
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第三章 顆粒膜細胞の数と卵母細胞内エネルギー含量の関係性の検証 
 
第一節 緒言 
 
 前章より、PAG を培養基質に用いた体外発育培養系は、発育した OGCs の顆
粒膜細胞数を増加させ、卵母細胞内の ATP および脂質含量、H4K12 のアセチ
ル化レベルを向上させること、その後の胚発生能力を改善できることが示され
た。一方で、顆粒膜細胞数の増加と卵母細胞の能力向上の詳細な関係性は不明
であり、その検証を行うことは卵母細胞の質を制御している要因の同定のため
に必須である。 
 ブタ卵巣内に存在する初期胞状卵胞内の顆粒膜細胞数はおよそ 8,000 個であ
り、卵胞の発育に伴い細胞数が爆発的に増加する（Oi et al., 2015）。卵母細胞は
解糖系に関与する酵素活性が低いため（Leese and Barton, 1984）、周囲の細胞が
グルコースを取り込みその代謝物を卵母細胞へ供給することは卵母細胞のエネ
ルギー確保に重要である。一方で、卵母細胞を取り囲む卵丘細胞および顆粒膜
細胞の数は卵胞や個体間で大きくばらついていることが考えられるが、卵胞内
の顆粒膜細胞の数や卵丘細胞の数が卵母細胞のエネルギー状態とどのような関
係にあるのかについて詳細な解析を行っている研究は数少ない。 
  卵母細胞内のエネルギー状態について、卵母細胞の成熟やその後の胚発生に
関連しているマーカーはいくつか報告されている。卵母細胞周囲の卵丘細胞の
量で卵母細胞を分類すると、細胞の層が厚い卵母細胞は ATP 含量が高く、胚盤
胞期胚への発生率も高い値を示すことが報告されている（Stojkovic et al., 
2001）。またヒトにおいても卵母細胞内の ATP 含量はその後の胚発生および着
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床と密接に関係しているという報告もある（Van Blerkom et al., 1995）。さらに
卵母細胞内の脂質は核成熟および初期胚の発生におけるエネルギー源として重
要であり（Ferguson and Leese 2006; Sturmey et al., 2006; Jeong et al., 2009; Niu et 
al., 2015）、脂質を ATP へ変換する為の β 酸化の抑制又は活性化は卵子の能力を
低下もしくは向上させることが知られている（Ferguson and Leese 2006; Sturmey 
et al., 2006; Dunning et al., 2010; Dunning et al., 2014）。卵母細胞のヒストンのアセ
チル化レベルは卵胞の発育に伴って上昇することが知られており、（Kageyama 
et al., 2007）発育したブタ卵母細胞では H4K12 および H3K4 のアセチル化レベ
ルが高いことが報告されている（Endo et al., 2005）。そのため、卵母細胞のヒス
トンのアセチル化レベルは卵母細胞内のエネルギー充足度に影響を受ける可能
性が考えられる。体細胞においてタンパク質のアセチル化は、グルコースおよ
び脂質代謝産物であるアセチル CoA の利用状態および細胞内のエネルギー状態
と密接に関係することが報告されている（Morrish et al., 2010; Shi and Tu 
2015）。また、培地中のグルコースが、細胞での脂質合成や H4K16 のアセチル
化に用いられていることが報告されている（Morrish et al., 2010）。これらの報告
から、卵母細胞のエネルギー状態は卵母細胞周囲の顆粒膜細胞の数に依存して
おり、卵母細胞内のエネルギー状態がヒストンのアセチル化レベルに反映して
いるのではないかと仮説を立てた。 
  本章では、ブタ卵巣内の発育した胞状卵胞における顆粒膜細胞の数、卵丘細
胞の数、卵母細胞の脂質含量の関係性について検討を行い、体内発育卵母細胞
を用いて仮説を検証した。さらに体外発育させた卵母細胞を用いて、卵母細胞
を取り囲む顆粒膜細胞数、OGCs のグルコース消費量、卵母細胞の脂質含量、
ATP 含量、H4K12 のアセチル化レベル間の関係性を検証した。 
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第二節 材料および方法 
 
1）試薬 
 以下、特に記述のない試薬および培地はナカライテスクの製品を用いた。 
 
2）供試卵巣 
  第二章第二節と同様の方法で供試した。 
 
3）初期胞状卵胞由来 OGCs の採取 
  第二章第二節と同様の方法で採取した。 
 
4）OGCs の体外発育培養 
  第二章第二節と同様の方法で培養を行った。 
 
5）胞状卵胞由来の卵丘細胞-卵母細胞複合体（COCs）の採取、卵胞あたりの顆
粒膜細胞数および卵母細胞あたりの卵丘細胞数の測定 
  個体ごとに卵巣表面の胞状卵胞（直径 3-5 mm）の数を数えながら注射針（21 
G×5/8）を取り付けたシリンジで吸引採取を行った。吸引採取した卵胞液内容
物から COCs を回収し、残りの卵胞液を 7000 rpm で 1 分間遠心分離して顆粒膜
細胞を得た。得られた顆粒膜細胞は Accumax（Innovative Cell Technologies, 
inc.）にて懸濁しピペッティングにて良く撹拌し PBS にて希釈した。顆粒膜細
胞数はトーマ氏血球計算盤を用いて細胞数を測定し、卵胞あたりの顆粒膜細胞
数を算出した。さらに回収した COCs は 0.1 %ヒアルロニダーゼを添加した 0.5 
ml の PBS 内でボルテックスし、裸化卵母細胞と卵丘細胞混濁液を得た。そし
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て卵母細胞あたりの卵丘細胞数を算出し、裸化卵母細胞は Nile red 染色へ供し
た（Figure 4）。 
 
8）体外発育培養後の OGCs の顆粒膜細胞数の測定 
  OGCs 個々の顆粒膜細胞数は第二章第二節と同様の方法で測定した。 
 
9）卵母細胞内 ATP 含量の測定 
  体外発育卵母細胞の ATP 含量は第二章第二節と同様の方法で測定した。得ら
れたデータは個々の OGCs における顆粒膜細胞数との関係性について検討し
た。 
 
10）卵母細胞内脂質含量の測定 
  体内発育および体外発育卵母細胞の脂質含量は第二章第二節と同様に測定し
た。体内発育卵母細胞の脂質含量は個体ごとの平均脂質含量を算出し、卵胞あ
たりの顆粒膜細胞数および卵母細胞あたりの卵丘細胞数との関係性について検
討した。体外発育卵母細胞は脂質含量を個々に算出し、周囲の顆粒膜細胞数と
比較して関係性を検証した。 
 
12）免疫染色を用いた H4K12 のアセチル化の検出 
  第二章第二節と同様の方法で測定した。得られたデータは個々の OGCs の顆
粒膜細胞数と対応させ関係性について検討した。 
 
13）培養培地中のグルコース濃度の測定 
  培地内のグルコース濃度は Glucose assay kit（LabAssay Glucose; Wako Pure 
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Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）を用いて、説明書に従い測定した。
OGCs のグルコース消費量は培養 13 日目および 14 日目の培地中グルコース濃
度から算出した。 
 
14）統計解析 
  各検討項目における相関係数は SPSS（Version 17.0, Chicago, IL, USA）を用い
て求めた。2 グループ間の卵母細胞の脂質含量の比較は Student’s t-test を用いて
検定を行った。P 値は 0.05 未満を有意差ありとした。 
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Figure 4. 個体ごとの卵母細胞の脂質含量と顆粒膜細胞数および卵丘細胞数の
比較の概略図 
 COCs を卵巣表面の AFs（直径 3-5 mm）から、AFs の数を数えながら吸引採
取した。卵母細胞は周囲の卵丘細胞から裸化処理した。そして、AF あたりの
顆粒膜細胞数および卵母細胞あたりの卵丘細胞数を測定した。個体別に採取さ
れた卵母細胞を Nile red 染色に供し、個体ごとの平均脂質含量を求めた。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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第三節 結果 
 
  まず初めに個体ごとの平均脂質含量の評価を行うために、同一個体卵巣から
回収した 20 個の COCs を無作為に選び 10 個ずつの 2 グループに分け平均脂質
含量を比較したところ、同一個体間の 2 グループ間に有意な相関関係が見られ
た（Figure 5B; N=13, R2 = 0.38, P < 0.05）。この結果より、10 個の卵母細胞を用
いることで同一個体の卵母細胞内の平均脂質含量を反映できることを明らかに
した。 
 次に 21 個体の卵巣を用いて、卵母細胞の平均脂質含量、卵胞あたりの平均
顆粒膜細胞数および平均卵丘細胞数を測定し比較したところ、個体ごとの平均
顆粒膜細胞数は平均卵丘細胞数と有意な正の相関が見られた（Figure 6A; 
R2=0.79, P<0.01）。さらに卵母細胞の平均脂質含量は平均顆粒膜細胞数（Figure 
6B; N=21, R2 = 0.79, P < 0.01）および平均卵丘細胞数（Figure 6C; N=21, R2 = 
0.29, P < 0.05）の両方と有意な正の相関が見られた。 
  さらに体外発育した個々の OGCs において、卵母細胞の ATP 含量、脂質含
量、H4K12 アセチル化レベルと周囲の顆粒膜細胞数および OGCs のグルコース
消費量の関係性について検討した（Figure 7）。卵母細胞の脂質含量と周囲の顆
粒膜細胞数（Figure 8A; N=32, R2 = 0.28, P < 0.01）およびグルコース消費量
（Figure 8B; N=12, R2 = 0.53, P < 0.01）の間に有意な正の相関があった。また卵
母細胞の ATP 含量と周囲の顆粒膜細胞数（Figure 9A; N=33, R2 = 0.17, P < 0.05）
およびグルコース消費量（Figure 9B; N=33, R2 = 0.13, P < 0.05）の間に有意な正
の相関が見られた。さらに卵母細胞の H4K12 アセチル化レベルと周囲の顆粒
膜細胞数（Figure 10A; N=34, R2 = 0.18, P < 0.05）およびグルコース消費量
（Figure 10B; N=34, R2 = 0.34, P < 0.01）の間に有意な正の相関が見られた。  
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Figure 5. 同一個体内における卵母細胞の脂質含量の比較 
A: COCs は個体ごとに卵巣表面の AFs （直径 3-5 mm）から採取した。採取
された COCs から無作為に 20 個選び、裸化処理を行った。同一個体の卵母細
胞を 10 個ずつの 2 グループに分け、Nile red 染色に供した。そしてそれぞれの
グループの平均脂質含量を比較した。B: 同一個体から採取した 10 個の卵母細
胞の平均脂質量はもう片方の 10 個の平均脂質量と有意に相関した（N=13, R2 = 
0.38, P < 0.05）。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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Figure 6. 顆粒膜細胞数、卵丘細胞数、および卵母細胞の脂質含量の関係性 
 A: AF あたりの平均顆粒膜細胞数と卵母細胞あたりの平均卵丘細胞数の相関
（N=21, R2 = 0.79, P < 0.01）。B: AF あたりの平均顆粒膜細胞数と卵母細胞の脂
質含量の相関（N=21, R2 = 0.21, P < 0.05）。C: 卵母細胞あたりの平均卵丘細胞
数と卵母細胞の脂質含量の相関（N=21, R2 = 0.29, P < 0.05）。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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Figure 7. 卵母細胞のエネルギー状態と顆粒膜細胞数および OGCs のグルコー
ス消費量との比較のための概略図 
 初期胞状卵胞由来の OGCs を 14 日間、個別培養した。培養終了後、卵母細
胞を脂質および ATP 含量、H4K12 アセチル化レベルの測定に供した。またそ
れぞれの OGCs の顆粒層細胞数およびグルコース消費量を測定した。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
 
 
 
 
 
31 
 
 
 
Figure 8. 体外発育した卵母細胞の脂質含量と顆粒膜細胞数およびグルコース
消費量との関係性 
 A: 体外発育した卵母細胞の脂質含量と顆粒膜細胞数は有意に正に相関した
（N=32, R2 = 0.28, P < 0.01）。B: 体外発育した卵母細胞の脂質含量と OGC のグ
ルコース消費量は有意に正に相関した（N=12, R2 = 0.53, P < 0.01）。脂質含量は
卵母細胞の Nile red の蛍光輝度を測定し、平均値を 1.0 として相対値を算出し
た。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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Figure 9. 体外発育した卵母細胞の ATP 含量と顆粒膜細胞数およびグルコース
消費量との関係性 
A: 体外発育した卵母細胞の ATP 含量と顆粒膜細胞数は有意に正に相関した
（N=33, R2 = 0.17, P < 0.05）。B: 体外発育した卵母細胞の ATP 含量と OGC のグ
ルコース消費量は有意に正に相関した（N=33, R2 = 0.13, P < 0.05）。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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Figure 10. 体外発育した卵母細胞の H4K12 のアセチル化レベルと顆粒膜細胞
数およびグルコース消費量との関係性 
 A: 体外発育した卵母細胞の H4K12 のアセチル化レベルと顆粒膜細胞数は有
意に正に相関した（N=34, R2 = 0.18, P < 0.05）。B: 体外発育した卵母細胞の
H4K12 のアセチル化レベルと OGCs のグルコース消費量は有意に正に相関した
（N=34, R2 = 0.34, P < 0.01）。H4K12 アセチル化レベルは卵母細胞の蛍光輝度を
測定し、平均値を 1.0 として相対値を算出した。 
Munakata et al., 2016. Theriogenology. 86:1789-1798. 
doi: 10.1016/j.theriogenology.2016.05.036. 
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第四節 考察 
 
  前章より、PAG を用いた体外培養系を用いて発育した OGCs の顆粒膜細胞数
が増加した事で卵母細胞内のエネルギー状態が向上した可能性が示された。そ
こで本章では、より詳細に卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数と卵母細胞内のエネル
ギー状態の関係性について検討した。その結果、体内発育した卵母細胞の脂質
含量が卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数および卵丘細胞数と相関している事が示さ
れた。さらに体外発育においても卵母細胞内の脂質および ATP 含量、また
H4K12 アセチル化レベルと顆粒膜細胞数の間に正の相関がある事を明らかにし
た。 
  卵母細胞内の脂質は発育に伴い脂肪滴という形で蓄積され（Silva et al., 
2011）、その後の核成熟や胚発生でのエネルギー源として重要であることが知
られている（Elis et al., 2015; Jeong et al., 2009）。同一個体から回収した卵母細胞
内脂質含量には大きなばらつきが見られたが、同一個体内での 10 個の卵母細
胞内の平均脂質含量は 2 グループ間で同様であった。さらに卵胞あたりの顆粒
膜細胞数および卵丘細胞数には密接な関係性があり、興味深いことに発育段階
が同じ卵胞サイズであるにも関わらず個体間で違いが見られた。一般的に卵丘
細胞の層が厚い卵母細胞は胚発生能力が高く、質が良いと考えられている。体
内発育において、卵母細胞の平均脂質含量が多い個体では卵胞あたりの顆粒膜
細胞数および卵丘細胞数が多く、密接な関係性があることが示された（Figure 
6A-C）。顆粒膜細胞は解糖活性が高いことが知られており、主にグルコースを
取り込み代謝する。また卵母細胞では解糖活性が低いため、主にピルビン酸な
どの代謝物を取り込み酸化的リン酸化によってエネルギーの産生を行う。顆粒
膜細胞は代謝物を卵母細胞へ提供するため、卵母細胞周囲の細胞数が卵母細胞
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内のエネルギー充足度を決定していると考えられる。しかし、その検証を行う
には屠畜場由来の卵巣は不適切である。卵巣が保存されている間、卵胞内は酸
素およびエネルギー源を欠く虚血条件下にあるため卵胞液中の代謝物に変化を
及ぼす（Iwata et al., 2005; Sakamoto et al., 2006）。その結果、卵母細胞内の ATP
含量に負の影響を及ぼし、顆粒膜細胞数と卵母細胞のエネルギー含量の正確な
関係性を測定できない可能性が考えられる。そこで体外発育培養系を用いて卵
母細胞周囲の顆粒膜細胞数と卵母細胞内のエネルギー状態、さらにはグルコー
ス消費量との関係性について検討した。 
  体外発育した卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数および OGCs のグルコース消費量
は卵母細胞内の ATP 含量、脂質含量、および H4K12 アセチル化レベルとの密
接な相関が示された。卵母細胞では周囲の顆粒膜細胞から供給された代謝物を
用いてミトコンドリアが ATP を産生していることが知られている（Gu et al., 
2015）。従って、周囲の顆粒膜細胞数が多い卵母細胞は ATP 産生のために周囲
の細胞からより多くのエネルギー基質を入手している可能性を示唆している。
一方で卵母細胞内の脂質蓄積のための分子メカニズムは明らかになっていない
が、貯蔵と利用の巧妙なバランスにより制御されていると考えられる。本章で
は体内発育および体外発育卵母細胞共に、卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数と卵母
細胞内の脂質含量に正の相関があることが示された。この結果は、卵母細胞自
身の脂質新規合成によるものなのか、周囲の顆粒膜細胞からの脂肪酸の取り込
みによるものなのかは不明である。ブタの卵母細胞および顆粒膜細胞の遺伝子
発現解析において、脂質の合成および酸化に関する遺伝子のほとんどが卵母細
胞および顆粒膜細胞の両方で発現が確認されている（Munakata et al., 2016: 
PRJDB4551）。このことから卵母細胞自身の脂質の合成、ならびに周囲の顆粒
膜細胞からの脂肪酸の供給の両方の可能性が考えられるが、さらなる解析が必
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要である。 
 卵母細胞においてヒストンのアセチル化はクロマチンの凝集に伴い増加する
ことが知られている（Bui et al,. 2007; Franciosi et al., 2012）。ヒト、ウシおよび
ブタ発育後期の卵核胞期の卵母細胞において H4K12 アセチル化レベルが高い
ことが観察されている（Kageyama et al., 2007; Racedo et al., 2009; Van den Berg et 
al., 2011）。また細胞内のエネルギーの充足は高い ATP 産生だけではなくタンパ
ク質のアセチル化をもたらす（Morrish et al., 2010; Ghanta et al., 2013）。さらに
培地中のグルコースがピルビン酸へ代謝され、ミトコンドリアによってアセチ
ル CoA に変換された後、ヒストンを含めたタンパク質のアセチル化に用いられ
る報告もある（Morrish et al., 2010）。さらに HCT116 細胞において、タンパク質
のアセチル化とアセチル CoA レベルはリンクしていると報告されている
（Wellen et al., 2009）。これらの結果は、卵母細胞内のエネルギー状態がクロマ
チン構造だけではなく卵母細胞のエピジェネティックなヒストン修飾に影響し
ている可能性を示唆している。しかしながら卵母細胞の発育に伴う H4K12 ア
セチル化の生物学的な意義については未だ明らかになっておらず、検討する必
要がある。 
  本章では卵胞内の顆粒膜細胞数が個体ごとに異なり、顆粒膜細胞の数が卵母
細胞内のエネルギー状態と関係性がある事を明らかにした。次章では個体ごと
に異なる顆粒膜細胞数を制御している因子として卵胞液に着目し、卵母細胞お
よび顆粒膜細胞への支持能力について検討する。 
 
  
37 
 
第四章 顆粒膜細胞数を決定している因子および分子メカニズムの解明 
 
第一節 緒言 
 
  前章において卵胞内の顆粒膜細胞数は個体ごとに異なる事、また卵母細胞周
囲の顆粒膜細胞数と卵母細胞内のエネルギー含量は正に相関していることが示
された。卵胞発育は顆粒膜細胞の爆発的な増殖を伴う。顆粒膜細胞はギャップ
結合を介して卵母細胞へ代謝産物およびエネルギーを供給し、卵母細胞の発育
を支えている（Clarke, 2017）。また、発育に伴い卵母細胞内に蓄積された ATP
や脂質含量はその後の発生能力を反映している（Tamassia et al., 2004; De La 
Fuente, 2006; Nagano et al,. 2006; Bui et al., 2007; Jeong et al., 2009; Manosalva and 
González, 2009; Niu et al., 2015）。また、ウシの初期胞状卵胞由来の OGCs を用
いた研究において、人為的な顆粒膜細胞の追加による顆粒膜細胞数の増加は
OGCs の発育、卵母細胞の直径、ATP 含量および H4K12 のアセチル化レベルを
改善する（Sugiyama et al., 2016）。さらに前章では、卵母細胞内の ATP 含量、
脂質含量、H4K12 のアセチル化レベルは卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数と相関し
ていた。これらの結果は顆粒膜細胞数が卵母細胞の発育能力と質の指標である
事を示唆しているが、顆粒膜細胞が直接卵母細胞の質と関係しているのか、顆
粒膜細胞の数を決定している因子は何なのかは不明である。 
  卵胞の発育に伴い卵胞内には腔が形成され、腔の内部はグルコースのような
エネルギー基質や卵胞の発育に関与するホルモンや成長因子が含まれている卵
胞液に満たされる。この卵胞液に含まれるサイトカインや成長因子の量は卵母
細胞の質と関係している事や（Dumesic et al., 2015）、卵胞液中に含まれるタン
パク質である可溶性 Fas の増加は顆粒膜細胞や卵丘細胞のアポトーシスを抑制
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し卵母細胞の高い成熟率と相関する（Malamitsi-Puchner et al., 2003）などの報告
があり、卵胞液は顆粒膜細胞と共に卵母細胞の発育を支持する環境因子の一つ
である。さらに卵胞液の成熟培養培地への添加は卵母細胞の成熟および受精に
影響を及ぼすことが知られている（Bijttebier et al., 2008）。卵胞液は顆粒膜細胞
からの分泌物と体内を循環している血液成分から構成されており（Rodger and 
Irving-Rodgers, 2010）、加齢やエネルギーバランスの不良など母体の生理状態は
卵胞液の成分に影響を及ぼし、卵母細胞の発育に悪影響を与えることが報告さ
れている（Sutton-McDowall et al., 2016; Takeo et al., 2017）。しかし卵胞液中には
様々な因子が含まれているため、卵胞発育に関与する詳細な分子メカニズムは
未だ不明である。 
  本章では、卵胞液が持つ卵母細胞の成熟・胚発生支持能力および顆粒膜細胞
増殖支持能力が、卵胞液を採取した卵巣の顆粒膜細胞の多寡と関連するのか検
証した。さらに NGS を用いた遺伝子発現解析によって顆粒膜細胞数を決定し
ているメカニズムの同定を図った。 
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第二節 材料および方法 
 
1）試薬 
 以下、特に記述のない試薬および培地はナカライテスクの製品を用いた。 
 
2）供試卵巣 
  第二章第二節と同様の方法で供試した。 
 
3）COCs の採取、体外成熟培養、活性化処理および体外発生培養 
  COCs は個体別に、卵巣表面の胞状卵胞（直径 3-5 mm）20 個から注射針（21 
G×5/8）を取り付けたシリンジで吸引採取した。採取した卵胞内容物から COCs
を回収し、残りの卵胞液を 7000 rpm で 10 分間遠心分離して顆粒膜細胞と卵胞
液を分離した。個々の卵胞液は実験直前まで－20 ℃で保存した。遠心分離後の
顆粒膜細胞は、各個体における卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数の測定に用い
た。 
 
4）リアルタイム PCR 法を用いた卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数の測定 
  DNA 抽出液（20 mM Tris-HCl; 0.9 % Nonidet- 40; 0.9 % Tween 20; and 0.4 
mg/mL proteinase K）を用いて吸引採取後の顆粒膜細胞から DNA を抽出した。
卵胞 20 個から回収した各個体の顆粒膜細胞沈殿物に 1 mL の DNA 抽出液を加
え 55 °C で 30 分間、98 °C で 5 分間加温し DNA を抽出した。抽出した DNA
をテンプレートにシングルコピー遺伝子（GCG glucagon, NC_010457）のコピー
数をリアルタイム PCR 法にて定量した。プライマーは Primer3Plus（http:// 
sourceforge.net/projects/primer3/）および NCBI データベースを用いて設計した
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（5′- agcagaatcaacaccatcggt-3′ and 5′-tggctccacccatagaatgc-3′ ;154 bp）。PCR 反応は
98°C で 1 分間の First denaturation の後、98 °C で 5 秒間の Denaturation ステッ
プおよび 60 °C で 5 秒間の Annealing および Extension ステップを 1 サイクルと
して 40 サイクル行った。スタンダード曲線は濃度既知である外部スタンダー
ドの 10 倍希釈系列を用いて作成した。外部スタンダードは Zero Blunt TOPO 
PCR cloning kit（Invitrogen）を用いて対応遺伝子をベクターに組み込み、シー
ケンスによって PCR 産物の導入が確認されたものを用いた。また各々の増幅効
率は 1.98 より高かった。卵胞あたりの顆粒膜細胞数はシングルコピー遺伝子の
コピー数と吸引卵胞数を用いて算出した（卵胞あたりの顆粒膜細胞数 =（シン
グルコピー遺伝子のコピー数 / 2）/ 20）。 
 
5）GC-rich および GC-poor 卵胞液の調整 
  25 個体の卵巣から個体ごとに胞状卵胞（直径 3-5 mm）20 個をランダムに選
び卵胞液および顆粒膜細胞を吸引採取し、各個体の平均顆粒膜細胞数を算出し
た。算出した平均顆粒膜細胞数に基づき、卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数の上
位 5 個体と下位 5 個体の卵胞液を選別した。選別した上位 5 個体および下位 5
個体の卵胞液を等量混合し、それぞれ GC-rich および GC-poor 卵胞液を作成し
た。さらに異なる卵巣グループから 5 つのロットを作成した（合計 125 個
体）。 
 
6）卵母細胞の体外成熟培養、活性化処理および体外発生培養 
 成熟培地には POM（Yoshioka et al., 2008）を基礎培地とし、3 mg/mL 
polyvinyl alcohol、0.5 mM L-cysteine、10 ng/mL epidermal growth factor（Sigma- 
Aldrich）、ホルモン（eCG 10 IU; ASKA Pharma Co. Ltd、および hCG 10 IU; Fuji 
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Pharma Co. Ltd）およびそれぞれ作製した卵胞液を 10 %（v/v）添加した。吸引
採取した COCs を、直径 60 mm のシャーレ（150288; NUNK）中に作成した流
動パラフィンオイルで覆った成熟培地のドロップ内（COC/10 μl）にて 44 時
間、38.5 ℃、5 % CO₂、95 %空気および湿度飽和状態の気相条件下で培養し
た。体外成熟後、NEPA21（Nepa Gene Co., Ltd., Chiba, Japan）を用いて単一の
電気パルス（0.1 ms、60 V）による卵母細胞の活性化処理を行った。その後
PZM-3 で 3 回洗浄し、10 µg/ml サイトカラシン B および 10 µg/ml シクロヘキシ
ミドを添加した PZM-3 に移し、38.5℃、5% CO₂、95% 空気および湿度飽和状
態の気相条件下で 6 時間培養した。活性化処理後の卵母細胞を PZM-3 で 3 回洗
浄し、PZM-3 で作成した 15 µl ドロップに 10 個ずつ入れ、38.5 ℃、5 % O₂、
5 % CO₂、90 % N₂および湿度飽和状態の気相条件下で 7 日間培養し胚盤胞期胚
まで発生させた。 
 
7) 細胞増殖活性の測定 
  吸引採取した顆粒膜細胞を洗浄後、5 %FCS を添加した TCM-199（Gibco, 
Waltham, MA, USA）に懸濁し、96 ウェルプレート（Falcon）に 1.0 × 104 cell 
/well の濃度に調整し播種し、24 時間培養した。増殖活性は Cell Proliferation 
ELISA, BrdU kit（Roche、Mannheim, Germany）を用いて同梱の取り扱い説明書
に従って解析した。 
 
8) 卵丘細胞数の測定 
  体外成熟後、COCs はボルテックスにより卵母細胞と卵丘細胞を分離し、卵
丘細胞を 7000 rpm で 3 分間遠心分離回収後 PBS に再懸濁した。顆粒膜細胞数
は懸濁液をトーマ氏血球計算盤上に展開し、細胞数をカウントして算出した。 
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9) トランスクリプトーム解析 
  25 個体の卵巣から個体別に胞状卵胞 20 個をランダムに選び、採取した顆粒
膜細胞を 2 グループに分け DNA および RNA 抽出を行った。DNA 抽出は前述
した方法で行い、卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数を測定した。RNA 抽出は
RNA queous micro kit（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を使用し
た。リアルタイム PCR による平均顆粒膜細胞数の測定結果から、細胞数上位 5
個体および下位 5 個体の RNA サンプルを選択し、RNA 精製を行いライブラリ
ー作成に用いた。精製後の RNA サンプルのクオリティは Agilent 2100 
Bioanalyzer（Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA）を用いて確認した。
RNA-seq ライブラリーは TruSeq RNA Sample Preparation Kit（Illumina, San 
Diego, CA, USA）を用いて調整した。各ライブラリーの濃度とクオリティを、
2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies）および KAPA Library Quantification Kit
（KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA）により測定した。その後、各ライブ
ラリー 濃度を 10 nM に調整し Hiseq 2500（Single-read, 100 bp; Illumina）に供試
した。また画像解析、base-calling および quality-filtering を CASAVA software 
ver 1.8.3（Illumina）を用いて行った。得られた結果からアダプター配列および
精度の低い配列をフィルタリングし、ブタゲノム配列（susScr3）にアライメン
トを行い、さらにアノテーション（Sscrofa10.2）を行った。フィルタリング、
アライメントならびにそれに続く解析は CLC genomics workbench（Qiagen, 
Redwood City, CA, USA）を用いて行った。発現量は補正を行った後、RPKM 値
を算出した（Mortazavi et al., 2008）。統計解析には edgeR を用いた（Robinson et 
al., 2010）。試験区間で発現量に差がある遺伝子群を 2.0-fold change および統計
検定（false-discovery-rate-adjusted P < 0.05, q < 0.2, Benjamini and Hochberg, 
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1995）にて同定し、その後の解析に用いた。同定した発現変動遺伝子群から
Ingenuity Pathway Analysis（IPA, Qiagen）の Upstream Regulator 解析を用いて上
流発現調節因子の解析を行い、発現変動遺伝子の原因因子を予測した。上流因
子のターゲットである発現変動遺伝子が、統計的に有意に既知のデータと重な
っているか Fisher’s exact test を用いて Overlapping p-value を算出し、P 値が
0.05 未満を有意差ありとした。さらに遺伝子発現変動から予測した上流発現調
節因子の調節方向を予測し Z-scores を算出した。上流発現調節因子が活性化す
ることで遺伝子発現が変動していると予測された場合（Activated）には Z-
scores が 0 より大きくなり、逆の場合（Inhivited）には 0 より小さくなると定義
した。 
 
10) 統計解析 
  各データの相関係数は SPSS（Version 17.0, Chicago, IL, USA）を用いて求め
た。GC-rich および poor 卵胞液の添加または非添加の結果は分散分析後、
Tukey’s post-hoc test を行い比較した。核成熟率および胚盤胞期胚率はアークサ
イン変換後に検定に用いた。これらの比較では P 値が 0.05 未満を有意差あり
とした。 
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第三節 結果 
 
  まず個体ごとの卵胞あたりの顆粒膜細胞数の測定方法を決定するため、個体
別にブタ卵巣よりランダムに 12 個の胞状卵胞から顆粒膜細胞を吸引採取し
た。引き続き同個体の卵巣より同様に 12 個の胞状卵胞から吸引採取し、各個
体より 2 グループの平均顆粒膜細胞数を得た（Figure 11A）。個体内における 2
グループ間の卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数を比較したところ、有意な正の相
関が見られた（Figure 11B; N = 17, R2 = 0.35, P < 0.05）。この結果より、少なく
とも 12 個の胞状卵胞から採取した平均顆粒膜細胞数は、その個体の持つ平均
顆粒膜細胞数を反映していることが示唆された。この結果に基づいて各個体 20
個の胞状卵胞を用いて平均顆粒膜細胞数を測定したところ、134,616 個から
1,251,068 個の範囲であった（Figure 11C, N = 265）。 
  次に同一個体内における卵母細胞の発生能力と周囲の顆粒膜細胞数の直接的
な関係性を明らかにするため、個体ごとに胞状卵胞から COCs および顆粒膜細
胞を採取し、胚盤胞期胚への発生率と平均顆粒膜細胞数の個体内相関について
検討した。その結果、胚盤胞期胚への発生率が高い個体は平均顆粒膜細胞数が
多くなるという有意な正の相関がみられた（Figure 12; N = 41, R2 = 0.26, P < 
0.05）。さらに個体の平均顆粒膜細胞数が、その個体の卵胞液が持つ卵母細胞の
胚発生および顆粒膜細胞の増殖支持能力と関連するのか検証した。すると、個
体ごとに採取した卵胞液を体外成熟培養へ添加し得られた胚盤胞期胚への発生
率と、卵胞液を採取した個体の平均顆粒膜細胞数は、有意な正の相関が見られ
た（Figure 13A; N = 10, R2 = 0.49, P < 0.05）。また、個体ごとに採取した卵胞液
を添加し培養した顆粒膜細胞の増殖活性と卵胞液を採取した個体の平均顆粒膜
細胞数は、有意な正の相関が見られた（Figure 13B; N = 10, R2 = 0.49, P < 
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0.05）。 
 個体の顆粒膜細胞数の多寡が、卵胞液が持つ支持能力と関係するのか詳細な
検討を行うため、ランダムな 25 個体のグループから GC-rich および GC-poor 個
体の混合卵胞液を作成した。それぞれの卵胞液を体外成熟培養に添加すること
で、顆粒膜細胞数の多寡が卵胞液が持つ胚発生支持能力と関係するのか検証し
た。各混合卵胞液の体外成熟培養への添加の結果、卵母細胞の核成熟率に差は
見られなかったが、GC-rich 卵胞液の添加により胚盤胞期胚へ発生した卵母細
胞の割合は有意に高い値を示した（Table 3）。引き続き 3 区間で卵母細胞周囲
の卵丘細胞数について比較したところ、卵胞液の添加によって有意に多かった
が GC-rich および poor の間で差は見られなかった（Table 3）。しかし GC-rich お
よび poor の 2 区間の結果について Student’s t test を用いて検定を行ったとこ
ろ、GC-rich で有意に卵丘細胞数が多くなる結果が示された（P < 0.05）。 
  続いて卵胞内の顆粒膜細胞数を決定している分子メカニズムを明らかにする
ため、GC-rich および GC-poor 個体群の顆粒膜細胞における遺伝子発現を比較
した。それぞれのグループ間において 2,075 個の有意な発現変動遺伝子群が検
出された。この遺伝子群を用いてこれらの発現を制御しうる上流因子を
Upstream regulator 解析によって予測した。その結果、GC-rich において活性化
している上流因子には GATA4、forskolin、RAF1、INHBA、EGF および estradiol
が示され（Table 4）、抑制されている上流因子には PD98059 およびシクロヘキ
シミドが示された（Table 5）。さらに発現変動遺伝子群が持つ生物学的意義を
明らかにするため Bio-function predicted 解析を行ったところ、「quantity of germ 
cells」、「development of ovary」、「folliculogenesis」および「quantity of oocytes」
などの function に関連していることが示された（Table 6）。 
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Figure 11. 個体から採取した卵胞あたりの顆粒膜細胞数の整合性の評価 
A: 個体ごとの卵巣から 12 個の胞状卵胞（AFs）をランダムに選択し、顆粒
膜細胞を採取した。同一個体から AFs12 個分の 2 セットの顆粒膜細胞を採取し
た。その後リアルタイム PCR を用いて得た値から、卵胞あたりの顆粒膜細胞数
を算出した。B: 同一個体から得られた 2 グループの平均顆粒膜細胞数は有意
に正に相関した（N = 17, R2 = 0.35, P < 0.05）。C: 各個体における卵胞あたりの
平均顆粒膜細胞数。卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数は各個体 20 個の AF から採
取した顆粒膜細胞から算出した（N = 265）。 
Munakata et al., 2018. J Assist Reprod Genet. 35:1809-1819. 
doi: 10.1007/s10815-018-1247-9. 
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Figure 12. 卵胞あたりの平均顆粒膜細胞数と卵母細胞の胚盤胞期胚への発生率
の個体内相関 
各個体より卵母細胞および顆粒膜細胞を胞状卵胞（AFs: 直径 3-5 mm）から
採取し、個体ごとの胚盤胞期胚への発生率および卵胞あたりの平均顆粒膜細胞
数を測定し、比較した（N = 41, R2 = 0.26, P < 0.05）。 
Munakata et al., 2018. J Assist Reprod Genet. 35:1809-1819. 
doi: 10.1007/s10815-018-1247-9. 
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Figure 13. 卵胞液の由来個体の平均顆粒膜細胞数と胚盤胞期胚への発生率およ
び顆粒膜細胞の増殖活性との関係性 
  A: 卵胞液の由来個体の平均顆粒膜細胞数と、対応する卵胞液添加培地で培
養した卵母細胞の胚盤胞期胚への発生率との関係（N = 10, R2 = 0.49, P < 
0.05）。B: 卵胞液の由来個体の平均顆粒膜細胞数と、対応する卵胞液添加培地
で培養した顆粒膜細胞の増殖活性との関係（N = 10, R2 = 0.49, P < 0.05）。 
Munakata et al., 2018. J Assist Reprod Genet. 35:1809-1819. 
doi: 10.1007/s10815-018-1247-9. 
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No. of
oocytes
Control 5 325 88.8 ± 4.8  7.0 ± 1.5　a 35.4 ± 3.4 1,310 ± 151
GC-Poor 5 325 87.8 ± 1.8  9.0 ± 1.5　a 45.7 ± 4.2 2,043 ± 73  
GC-Rich 5 325 79.7 ± 2.9 15.3 ± 1.3　b 47.4 ± 3.3 2,321 ± 97  
Table 3. GC-richおよびGC-poor卵胞液の添加が卵母細胞の胚発生能および卵丘
細胞数に及ぼす影響
異符号間に有意差有り。a-b: P < 0.05
Experimental
Groups
No. of
trials
Rate of
MII (%)
Rate of
blastulation (%)
No. of
cumulus cells
No. of
blastomere
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Munakata et al., 2018. J Assist Reprod Genet. 35:1809-1819. 
doi: 10.1007/s10815-018-1247-9. 
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第四節 考察 
 
  本章では個体ごとに異なる顆粒膜細胞の多寡と、由来個体の卵胞液が持つ胚
発生支持および顆粒膜細胞増殖支持能力が関連しているのか検証した。さらに
顆粒膜細胞数および卵母細胞の発生能を決定している因子の同定とその上流因
子の予測を行った。 
  12 個の胞状卵胞から採取した平均顆粒膜細胞数について検証したところ、個
体内相関があること、個体内でもばらつきが見られることが示された。また
265 個体を用いた個体の平均細胞数のプロット結果より、同程度の発育段階に
も関わらず個体ごとの平均顆粒膜細胞数は大きなばらつきを持つことを示し
た。これらの結果は、卵胞内の顆粒膜細胞数は個体ごとの特徴であることを示
唆している。 
  続いて卵胞内の平均顆粒膜細胞数はその個体が持つ卵母細胞の胚発生能と関
係することを示した（Figure 12）。さらに卵胞液の添加実験により、個々の平均
顆粒膜細胞数は、その個体の卵胞液が持つ卵母細胞の胚発生および顆粒膜細胞
増殖支持能力と深い関係があることが示された（Figure 13）。体外成熟培地への
卵胞液の添加は、卵母細胞の核成熟、受精およびその後の胚発生を改善するこ
とがブタおよびヒトにおいて知られている（Ducolomb et al., 2013; Tan et al., 
2017）。本章において、体外成熟培地への卵胞液の添加は卵丘細胞数の増加お
よび生存率を向上する結果を示した。卵胞液は卵母細胞の周辺環境において顆
粒膜細胞を除けば唯一の環境であり、本章の結果は卵胞液が卵母細胞の能力お
よび顆粒膜細胞数を決定することを示唆している。さらに、この仮説は個体ご
との平均顆粒膜細胞数で選別された GC-rich および poor 卵胞液を用いた実験で
さらに検証した。体外成熟培地への GC-rich 卵胞液添加は卵母細胞の胚発生能
54 
 
力を向上させ、周囲の卵丘細胞数を増加させた。未発育卵母細胞の体外発育培
養においても同様な報告がある（Shibahara et al., 2019）。これらの結果は、胞状
卵胞においてサイズおよび形態が類似している場合でも卵胞の持つ発育能力が
すでに決定されていること、さらに卵胞液には卵母細胞の発生能力および顆粒
膜細胞の増殖を決定している因子が含まれていると結論づけた。 
  卵胞液中には複雑な相互作用を持つ数多くの因子が含まれており、卵胞の発
育および卵母細胞への因子の影響を明らかにすることは重要である。しかしな
がら、最も重要であると考えられる因子の同定や、因子同士の統合的な効果を
完全に明らかにすることは困難を極める。そこで本章では、個体ごとの顆粒膜
細胞数が異なる分子背景について検討した。そして GC-rich および poor な個体
の顆粒膜細胞の遺伝子発現を明らかにし、その上流因子の予測を行った。2 グ
ループ間の発現変動遺伝子群において、興味深いことに解糖系に関連する遺伝
子群が GC-rich 区において発現が高かった（Figure 14）。顆粒膜細胞における解
糖系の亢進はブタ卵胞の発育に伴う重要な現象の一つであり（Munakata et al., 
2016）、この結果が卵母細胞の質の向上の背景にある可能性がある。発現変動
遺伝子群から予測された上流因子は、卵胞の性状および発育に関連すると以前
に報告された重要な因子がいくつか含まれていた。Forskolin は cAMP を介した
PKA の活性化剤である。PKA は IGF1 および FSH の下流で制御される因子で
あり、ステロイド産生に重要な調節因子である（KEGG PATHWAY: ssc04913）。
本章における Upstream regulator 解析の結果、IGF1R が GC-rich において活性化
している上流因子として示されていた（Table 4）。またインヒビンは FSH に対
する応答因子である。本研究の結果、インヒビンを構成する INHA および
INHBA の遺伝子発現は GC-rich 区において有意に高い値であった（2.0 倍、P < 
0.001 および 1.9 倍、P < 0.01）。さらに INHBA は GC-rich 区において活性化し
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ていると考えられる上流因子であることが示された（Table 4）。さらに GC-rich
区で活性化している上流因子として GATA4 が示された（Table 4）。GATA4 は生
殖腺細胞において cAMP/PKA のエフェクターであることが知られている
（Tremblay and Voger, 2003）。また GATA4 はリン酸化を介して CYP19A1 のプロ
モーターに結合すること、siRNA を用いた GATA4 のノックダウン実験の結果
ウシ顆粒膜細胞において CYP19A1 の発現低下およびエストラジオール分泌低
下を示すことが報告されている（Monga et al., 2012）。GC-rich 区では poor 区と
比較して CYP19A1 発現量は高い値を示した（2.5 倍、P < 0.01）。エストラジオ
ールはブタおよびウシの体外発育を促進する重要な因子である（Endo et al., 
2013; Tasaki et al., 2013）。以上の結果より、GC-rich 卵胞内の顆粒膜細胞は
IGF/FSH に応答した cAMP/PKA、GATA4 の活性化に伴うエストラジオール合
成の促進によって、適切な卵胞発育に重要である性状である可能性が考えられ
る。 
  EGF は卵母細胞の発育に重要な因子の一つであり、卵丘細胞における EGF
応答性の獲得は卵胞発育に重要なイベントである（Ritter et al., 2015）。本章で
は EGF およびその受容体である EGFR は、GC-rich における活性化上流因子で
あることが示された（Table 4）。さらに RAF1 および MAPK1 も同様に GC-rich
にて活性化されている上流因子であることが予測された（Table 4）。EGF-
RAF1-MAPK1 経路は細胞増殖促進につながるシグナル伝達経路であることが知
られている。また MEK 阻害剤の PD98059 およびタンパク質合成阻害剤である
シクロヘキシミドが、GC-rich 区で逆の作用を持つ上流因子として示された
（Table 5）。これは GC-rich 区では MEK 経路およびタンパク質合成経路が活性
化している事を示唆している。これらの結果は GC-rich 区の顆粒膜細胞におい
て高いタンパク質合成および細胞増殖の亢進を反映しており、卵胞および卵母
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細胞の発育能力に大きな影響を与えていると考えられる。 
 以上の結果より、顆粒膜細胞数は卵胞の発育を評価できる有用なマーカーで
あり、この顆粒膜細胞数および卵母細胞の発生能力は周辺環境の卵胞液が決定
していることが示唆された。さらに顆粒膜細胞数が多い特徴を持つ個体の顆粒
膜細胞ではエストラジオール合成経路および細胞増殖の促進を促すシグナル経
路が亢進している可能性が考えられた。 
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Figure 14. 解糖系関連遺伝子の遺伝子発現ヒートマップ 
GC-rich および GC-poor 個体の顆粒膜細胞における遺伝子発現変動値（Log2 
fold change）のヒートマップを KEGG Pathway の解糖系パスウェイ（ssc00010）
と重ねて示した。解糖系関連遺伝子は GC-rich 個体の顆粒膜細胞で高い発現量
を示した。 
Munakata et al., 2018. J Assist Reprod Genet. 35:1809-1819. 
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第五章 総括 
 
  顆粒膜細胞および卵胞液は卵母細胞の発育に重要な環境要因である。大型哺
乳動物の未発育卵母細胞を効率よく発育させるための体外発育培養系は、未だ
確立されていない。これまで一般的に用いられてきた培養系では、卵胞発育に伴
う顆粒膜細胞の増殖が悪く卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数が少ない。本研究では、
ブタの未発育卵母細胞を用いて、1) 高い発生能力を持つ体外発育卵母細胞を得
るための新規の体外発育培養系の構築、2) 卵母細胞の能力を決定する要因の同
定と 3) その要因の分子背景の解明にとり組んだ。 
 
1) 培養基質の性質がブタ未発育卵母細胞の体外発育に及ぼす影響 
  既存の未発育卵母細胞の体外発育培養系ではプラスチックシャーレのような
硬い基質が用いられている。その結果、得られる卵母細胞の質は低く周囲の顆粒
膜細胞の数も体内発育卵胞に比べて著しく少ない。そこで基質の硬さを調整す
るため、ポリアクリルアミドゲル（PAG）を培養基質に用いた培養系を構築し、
初期胞状卵胞由来の卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（OGCs）の体外培養に用いた。
すると PAG 上で培養した OGCs の顆粒膜細胞数が有意に増加した。また PAG 上
で発育した卵母細胞は直径が大きく、含有する ATP および脂質量が有意に多く
なった。さらに H4K12 のアセチル化レベルも有意に高い結果となった。これら
の卵母細胞を単為発生処理すると、胚盤胞期胚への発生率は PAG 上で発育させ
た卵母細胞において高い値を示した。PAG を用いた培養系における卵母細胞の
質の向上は顆粒膜細胞数が増加した結果であると考え、次に卵母細胞の発育指
標であるエネルギー含量およびヒストンのアセチル化レベルと周囲の顆粒膜細
胞数の関係性について検討した。 
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2) 顆粒膜細胞の数と卵母細胞内エネルギー含量の関係性の検証 
卵母細胞内のエネルギー含量は卵母細胞の発生能力の指標として多くの研究
で用いられている。卵母細胞では解糖系の活性が低く、グルコースをエネルギー
基質として利用するためには周囲の顆粒膜細胞でグルコースを代謝し、その代
謝物を卵母細胞へ供給する必要がある。この供給元である顆粒膜細胞の数と卵
母細胞の質との関係性についてこれまで明らかにした研究は無い。そこで卵母
細胞内のエネルギー含量と周囲の顆粒膜細胞数の相関について精査した。まず
卵子の脂質量が個体ごとの特徴であるのかどうか、同一個体から回収した 10 個
の卵母細胞を 2 グループ用意し比較したところ高い相関が得られたため、10 個
の卵子で個体の卵母細胞内平均脂質含量を推定できることが示された。そして
同一個体の卵母細胞内の平均脂質含量と、卵胞内の平均顆粒膜細胞数および卵
丘細胞数の間の関係性について検討した。その結果、同一個体において平均顆粒
膜細胞、平均卵丘細胞数、卵母細胞内の平均脂質含量それぞれの間に有意な正の
相関が見られた。次に体外発育培養で得られた OGCs を用いて卵母細胞内の ATP
および脂質含量、H4K12 アセチル化レベルと卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数およ
びグルコース消費量それぞれの関係性を調べた。すると顆粒膜細胞数およびグ
ルコース消費量はその卵母細胞の ATP 含量、脂質含量および H4K12 アセチル化
レベルと有意な正の相関を示した。この結果より、個体ごとに顆粒膜細胞数が大
きく異なり、卵母細胞内のエネルギー状態は周囲の顆粒膜細胞数が決定してい
る可能性が示唆された。 
 
3) 顆粒膜細胞数を決定している因子および分子メカニズムの解明 
  卵胞液は顆粒膜細胞と共に、卵母細胞の発育を支える周辺環境の一つである。
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そこで卵胞内の顆粒膜細胞数を決定している因子として卵胞液に着目し、個体
の卵胞あたりの平均顆粒膜細胞の数と、その個体由来の卵胞液の卵母細胞およ
び顆粒膜細胞支持能力との関係性を検証した。まず平均顆粒膜細胞数とその個
体の卵母細胞の胚盤胞期胚への発生率には有意な正の相関が示された。さらに
各個体から卵胞液を採取し、卵母細胞の体外成熟培養および顆粒膜細胞の培養
へ添加したところ、卵胞液を採取した個体の平均顆粒膜細胞数と卵胞液が持つ
卵母細胞への発生支持能力、顆粒膜細胞の増殖支持能力の間に有意な正の相関
が見られた。さらに詳細な検証を行うため 25 個体の平均顆粒膜細胞数を測定し、
上位 5 個体を GC-rich 区、下位 5 個体を GC-poor 区とし卵胞液を採取し混合し
た。得られた GC-rich 卵胞液の体外成熟培地への添加は、poor 卵胞液の添加に比
べて、卵母細胞の胚盤胞期胚への発生を促進した。続いて卵胞内の顆粒膜細胞数
を決定している分子メカニズムを明らかにするため、GC-rich 区および poor 区の
顆粒膜細胞の網羅的遺伝子発現解析を行い、発現変動遺伝子を制御している上
流因子を予測した。すると GC-rich 区の顆粒膜細胞では解糖系が亢進し、エスト
ラジオール合成経路である cAMP/PKA-GATA4-CYP19A1 経路および細胞増殖促
進につながる EGF-RAF1-MAPK1 経路が活性化している可能性が示唆された。 
  以上の研究より 1) PAG を培養基質に用いることで、エネルギー含量が高く
発生能力の高い卵母細胞を作成できる培養系を確立できた。2) 卵母細胞内のエ
ネルギー含量は卵母細胞周囲の顆粒膜細胞数と密接な関係性があることが示さ
れた。3) 同一の発育段階の卵胞であっても各個体の平均顆粒膜細胞数は大きく
異なり、この顆粒膜細胞数および卵母細胞の発生能力は卵胞液が決定している
可能性が示唆された。  
61 
 
Summary 
 
Investigation of the factors underlying oocyte development using in vitro oocyte growth 
systems 
 
Granulosa cells and follicular fluid are important for oocyte development. There is an 
urgent need to establish an in vitro culture system capable of studying the efficient 
development of immature oocyte in large mammals. It has been reported that the in 
vitro culture systems commonly used result in poor follicular development and 
proliferation of granulosa cells around the oocyte. In this study, I have addressed three 
objectives to demonstrate an improved method for culturing oocytes in vitro and 
identified factors that govern the development of porcine oocytes. Our main objectives 
were: 1) To establish a new in vitro culturing system for oocytes with high potential for 
development; 2) To identify the factors that determine the development of oocytes; and 
3) To elucidate the molecular mechanism involved in the above-mentioned phenomena. 
     I investigated the effects of various culture substrates on the growth of immature 
oocytes in vitro. Existing in vitro culturing systems for immature oocytes use a hard 
substrate, such as a plastic plate. As a result, oocytes are of low quality and the number 
of granulosa cells around the oocyte are remarkably lower than those observed in vivo. 
Therefore, I devised a culture system using polyacrylamide gel (PAG) to adjust the 
rigidity of a substrate and used it to culture oocyte-granulosa cell complexes derived 
from porcine early antral follicles. Using this system, I observed a significant increase 
in the number of granulosa cells. Moreover, oocytes grown on PAG were larger in 
diameter and contained significantly more ATP and lipid. Furthermore, H4K12 
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acetylation in these oocytes was significantly higher. The rate of development to 
blastocyst stage was higher in oocytes grown on PAG. Thus, the improvement in oocyte 
quality using PAG may be attributed to the increase in the number of granulosa cells. 
Subsequently, I investigated the correlation between the energy content and histone 
acetylation level in the oocytes and number of surrounding granulosa cells. 
     Many studies nave used the energy content in oocytes as an indicator of oocyte 
development. Glycolysis is low in oocytes. When using glucose as an energy substrate, 
it is necessary to metabolize glucose in the surrounding granulosa cells and supply 
oocyte with the metabolize end-products. There are currently no reports on the 
correlation between the number of granulosa cells and oocyte quality. Thus, I examined 
the correlation between the amount of energy content in the oocyte and number of 
surrounding granulosa cells. First, I compared two groups of 10 oocytes collected from 
the ovary of one individual and observed a high level of correlation. This suggests that 
the average lipid content can also be estimated using 10 oocytes from the ovary of one 
individual. Thus, I subsequently determined the correlation between the average lipid 
content in oocytes and average number of granulosa and cumulus cells in the follicle 
using the same individual. These was a significant positive correlation between the 
average number of granulosa and cumulus cells and average lipid contents from the 
same individual. Thereafter, I determined the correlation between the ATP, lipid, and 
H4K12 acetylation level in the oocyte, number of granulosa cells around the oocyte, and 
glucose consumption using in vitro cultured oocyte-granulosa cell complexes. The 
number of granulosa cells and glucose consumption were positively correlated with the 
ATP, lipid and H4K12 acetylation levels in the oocyte. These findings suggest that the 
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numbers of granulosa cells vary significantly between individuals and the energy state 
of the oocyte may be determined by the number of surrounding granulosa cells. 
     Finally, I investigated the factors and molecular mechanism involved in 
governing the number of granulosa cells present around the oocyte. Along with 
granulosa cells, follicular fluid is another important component of the surrounding 
microenvironment that supports the growth of oocytes. Therefore, I focused on studying 
the follicular fluid as a factor involved in determining the number of granulosa cells in a 
follicle. I examined the function of the follicular fluid in supporting the proliferation of 
granulosa cells and the development of oocytes and found a positive correlation 
between the average number of granulosa cells per follicle and development of 
individual oocytes to form blastocysts. Follicular fluid was collected from each 
individual and supplemented into the medium used the in vitro cultures of oocytes and 
that of granulosa cells derived from the same individual. I observed a positive 
correlation between the average number of granulosa cells and ability of the follicular 
fluid to support the development of oocytes and proliferation of granulosa cells. To 
further verify these findings, I measured the number of granulosa cells in 25 individuals 
and collected the follicular fluid from the top 5 individuals in the GC-rich group and 
bottom 5 individuals in the GC-poor group. Compared to the addition of GC-poor 
follicular fluid, addition of GC-rich follicular fluid to the in vitro maturation medium 
improved the rate of development of oocytes to the blastocyst stage. Next, I wanted to 
elucidate the molecular mechanism involved in determining the number of granulosa 
cells in the follicle; thus, I performed a comprehensive gene expression analysis of 
granulosa cells in the GC-rich and poor groups, and predicted the upstream factors 
responsible for regulating differentially expressed genes. I observed enhanced 
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glycolysis in granulosa cells from the GC-rich group and predicted that activated the 
cAMP/PKA-GATA4-CYP19A1 (estradiol synthesis) and EGF-RAF1-MAPK1 
pathways that are important for cell proliferation. 
     Taken together, I conclude that the amount of energy and histone acetylation in 
oocytes positively correlates with the number of granulosa cells surrounding the oocyte. 
Moreover, the average number of follicular granulosa cells each individual varies 
significantly and the composition of the follicular fluid may govern the number of 
granulosa cells present and development of oocytes. 
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